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燐酸酵素は燐酸化合物を水解する酵素の総称であるが， これには Phosphomonoesterase， 
Phosphodiesterase，Pyrophospha tase，Phosphamidaseが分類され，そのうち Pyrop-
hosphataseには至設;酸度を異にする等力性 4型の存在が認、められている(1)0 Pyrophosph-
ataseが Phosphodiesterase，Phosphomonoesteraseと別種であることは第 I型，第一日f
型が Phosphodiesterase，Phosphomonoesteraseを含まない状態で分離されて確認され 
7こ(宮)(め。 
Pyrophosphatase1型とピロ燐竣及び燐酸化合物の親如力については先に発表されたがくペ
著者は更に(他極燐酸酵素を合有しない状態に分離した至趨酸度 pH7. の)Pyrophospha-
tase lV型についてピロ燐酸及び諸種燐酸化合物に対する混和力を検査したので報告する。
実験は，基質ピロ燐酸の7K解によって生ずるjlt機燐酸を定量しつ斗反応初期速度を測定し，
これから求められる pKmを基とし‘て行った。 この実験に用いた燐酸の定量法サ 7 ラエン法
は(5)，甚だ微量的でまた正確で、あるから酵素初期反応を遁跡するに?適し， 基質の著しき[希薄溶
液でも水解度僅か数字るを超えない程度の無機燐酸測定が可能である。反応初期各測定時間に
於ける吸光係数即ち水解度の増加は直線的に上昇する。それ故その成績から pS活性皮曲線
を求めることは存易である。
実験の部 
1J基質
。〉ピロ燐駿ソ{ダ(結品水 10分子〉水から再結
晶した市販の第二j燐酸ゾ{〆を電気炉にて 260~
280 oC 10時間加熱し，水から再結晶して用しイこ。
分析:P (理論値 13.90%実測([w13.96%) 
(2)プエニ{ノ1.-~.燐酸ゾー〆(結品水 1 分子〉市}Jl
が合成した教幸保存の標:毘lを用いた。
(S)与グリセロ燐駿ソ{ダ Merck製品を用い
た。
(4)ジブェニー ノレ燐酸カリ 黒}llが合成した教窒
保存の標品を用いた。
(5) ジフェニ ~J1.- ピロ燐酸カリ J-lJ脇が合成した
教室保存の椋品を用いた。
TIl酵母 Pyrophosphataseの謂製 
小林に従ってエビオスより精製した(3)。エピオス
に5倍量の水を加え遠心分離し，その上清にアセト
シ半容量加えて生ずる沈澱を除去した溶液にアセト 
シ3.5倍容量加えて生ずる枕澱をアセトシエ{テノレ
で乾燥する。他種燐酸酵素を含まなし、。この乾燥粉
末 O.23gを7.K40mJ' Vことかしたものを原液とし実験
にあたっては 500倍に稀釈して用いた。 
豆1]ピロ燐酸の酵素的7.K解によって生ずる無機燐目安
の定量 
(1)ピロ!燐酸(直接法〉またジフェニ{ルピロ憐
酸，フェニーノL燐酸， s-グリセロ燐酸及びジフェニ 
ノーL燐:酸(以と間接法〉の pKmを求める実験に於
ては徴量:の無機!持酸測定を要するからサフラニン法 
によった例。
被検液に等量の 5%スルフォサリチル酸を加えて 
除蛋白した濯液2.0mlを10m1目盛付遠沈管にとり，
モリプテシl駿安門サフラニン溶液 4m1を混じて 10 
l分後遠枕し沈殿を 4mlの N-HClで 2回洗浄遠心
分離しアセトンに溶解させて10.0mlとし Pulfrich
光度計で比色測定した。 (Fi1ter:S53)a
(2)無機燐酸の_Pyrophosphataseに対する
百〕実験方法
.30:3pKm=' 
実験は pH7，37 oCで行い緩衝液は Veronal 
HCl混液を用いた。賦活却jとして添加した MgC12 1 ? ~γ一
量は終濃度 M/200である。 
VJ実験結果 (2)諸種燐酸化合物の tKm測定 
-306ー 千葉医学会雑誌 第 30巻 
pKmを間接的に求める実験では単に無機燐酸生成 図2 ピロ燐酸の pkm 
をピロ燐酸の水解度数10%迄追跡し，後述の生成
無機燐酸による阻害理論に従って無機燐酸の pKro
を間接的に求めたから無機燐酸は極徴的でない 
Fiske-Subbrow法により測定した明。 叫比活性皮M
(図 2)。 -た(表 2)。
ジブェニール
隣酸
M/250 
M/lOO 
M/50 
0.154 
0.132 
0.106 
0;076 
0.310 
0.262 
0.214 
0.152 
0.464 
0.390 1 1.98 
0.320 
0.266 
。〉ピロ燐酸を基質として稀釈酵素液により水解
させ生成無機燐酸を 20分毎に測定した。サフラニ
ン法に於ては基準液 M/20000燐酸カリ溶液1.0mlを
用いたるときの吸光係数 E=1.OOである。検液中の
無機燐酸は何れも 60分迄は直線的に増加すること
が表 1の吸光係数値から知られる。この実験E(i直を
用いて Lineweaver-Burck法によりの Vmaxを
求めた(図。oV max = 0.413。次にこの Vmaxを 1
としたときの諸種濃度の基質ピロ燐酸水解比速度を
縦軸に，ピロ燐酸濃度の -logを横軸にとり pS曲
線を描き，ピロ燐椴の pKmを求めた。 pKm=3.30
表1. ピロ燐酸の71<解
吸光係数 Iピロ燐%酸
基質終濃度 71<解lmれ0分後l60分後l(20分平均〉 
0.554M/l(I(10 0.824 0.69 
M/2000 0.204 0.414 0.624 1.04 
0.172 0.340 0.512 1.28M/3000 
0.136 0.270 0.404 1.34M/40仰 
0.112 0224 1.68M/6000 
0.082 0.162 0.240 1.60 
試験液組l成
(基質ピロ J燐酸2.0ml+水 3.0ml ) + (500倍稀釈
酵素液2.0ml十 M/20 MgCl2 1.0 ml +緩衝液 2.0ml)
図1 ピロ燐酸水解の Vmax 
M/2000基質ピロ燐酸の水解に言者濃度の燐酸化合物
を添加し，この添加物質によるピロ燐酸71<解の阻害
度を測定し Michaelis~Menten の式 
1 • Km 
忌Ki=
(S十 Km)(VOノ
を用いて添加物質の pKmを間接に計算することが
出来る(円〉。こ与に 1:添加物質濃度， S:基質ピロ燐酸
濃度， Km，Ki:は酵素ピロ燐酸，酵素阻害物質結
合体の解離恒数， VO，V:は阻害物質を添加しない
時及び添加した時の反応速度をそれぞれあらわす。
実験はジブェニ -71-ピロ燐酸，プー ニー ノ L燐酸， 
s-グリセロ燐酸，ジフェニール燐酸について行つ
表 2. 言者燐酸化合物添加によるピロ燐酸の水解
吸光係数 
pKi 
3附麦;60分後190分後
。0.246 0.490 0.732 
ジフェニ{ノレ 0.196 0.387 0.583M/1000 
0.147 0.295 0.442ピロ隣醸 lM/醐 
M/250 0.108 0.211 0.320 
プェニーノ1ノ 
燐 g[変 
トグザセロ
燐酸
。 
0.328 0.650 0.988 
0.340 0.710 
M/2000 1 1.88 
0.318 0.642 0.968M/1000 
0.312 0.630 0.940M/500。 
M/l!.50 0.160 0.3170.464 lL72 
0.140 0.288 0.422M/lOO 
0.117 0.226 0.333M/50。 
Vmax=0.413 
試験液組成伊l!Oo基質ピロ燐酸2.0ml+阻害体 
1. 1 2 3 4 t> 8 xlO:' 2.0ml+水1.0ml)+ (酵素液 2.0ml十 MgC121.0ml
，s一一 +緩衝液2.0ml) 
2.77 
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ニの実験値を上式に用いて計算された pKm値は
次の通りである。 
i)ジフェニー ノレヒ。ロ燐酸 pK;m = 2.77 
i)ブェニ-;1-燐酸 pKm= 1.88 

ii)トグリセロ燐酸 pKm= 1.72 . 

iv)ジプェニ{ノL燐酸 pKm= 1.98 

(3)無機燐酸の pKm測定 
Pyrophosphataseの無機燐酸に対する pKmは
添加無機燐酸量に比べて生成無機燐酸量が小なるた
め前記の相競性阻害添加法では求め難L、。そこでピ
ロ燐酸の水解速度について考えると，この水解速度
は酵素ピロ燐酸結合体の濃度に比例するから水解の
進行に伴うピロ燐酸濃度の減少と共に漸減し，また
生成無機燐酸の増加に伴う相競性阻害に基L、ても漸
減する筈である。従って M/500濃度のピロ燐酸の水
解度を約 50%迄追跡すれば次のように理論的に無
機燐酸の pKmを求めることが出来る。この場合の
測定には極徴的でない Fiske-Subbrow法が適し
ている。即ちピロ燐酸初濃度を a，t時に水解され
たピロ燐酸濃度を xとすればその時のピロ燐酸濃
度は a-x，無機燐酸濃度は 2xとなり次式が成立
すがの。 
k=ミ(士+品)alogみ十 0.434ヰ也-る〉
-・・(1)
こqこKm，Kiは酵素ピロ燐酸及ひや酵素無機燐
酸結合体の解離恒数をあらわす。
この式に於て 
41og三三=X ...(2) 0.43吋三y..{め
とすれば(1)式は 
1 . 2 __"<7' . r 2k =(で+ー っr )X+(一一一一寸1 )yKm'-Ki-.-. 
(めに代入すれば Ki即ち無機燐酸の pKmを求め
ることが出来る。この方法によって求められた無機 
l燐酸の pKmは3.34である。
表 3. ピロ燐酸の7.K解 
t 
(1時/2〉 
1 
1 1/2 
2 
21/2 
3 
31/2 
4 
水解 
(%9.〉7 
17.4 
23.9 
29.8 
35.5 
40.7 
44.9 
48.0 
X 
0.0886 
0.0830 
急 0.0790 
0.0768 
0.0762 
0.0756 
0.0740 
0.0710 
Y 
0.0842 
0.0756 
0.0692 
0.0648 
0;0616 
0.0590 
0.0558 
0.0522 
試験液組成 
(M/100ピロ燐酸 4.0ml+水 6.0ml)+ (酵素液 4.0 
ml+ MgC12 2.0 ml+緩衝液 4.0ml) 
図 3
0，08 
0.07 
旬n9同 2.06 
~ a '-a . Ki ， 
1 . 2 ーー(ー十干戸〉
X+I.l¥.= y __a a こ与に1 2 --. 1 2 - . 
Km Ki Km Ki 
1 . 2.. kー(~ +ー，) τ 
2 tanO…仰一一三一一=2 k'1-/'-----=二三~-JL1 
Y 
ω=長室)
(品ーか
~-，;- 一一 0.09
E函一回 K面白
とすれば y= (tan 0) X + k' 者掠
こLで各 t時間に於ける Xの実測簡を式(2)，(3) 無機燐酸の pKmを求めるに用いた
'2X r 1，..，.^a，._ _ 21" 1，3)0表C慣が計算されるXYに代入すれば夫々の 
343 :-("一一 T;Jァ ャその値を XY直角座標上Lとり， L__れらの点を結 . k=ー (一+っ)a log~一一+ ------t '-Km--"'a-x .-Ki./a '-t 0.4 Ki 
んで得られる直線の傾斜即ち tanl)= 2.06を求め の式に実験値を代入して得た未知数 k，Kiを含む
(図 3)，さきに直接法で、求めた Km= 0.00050 (図 数個の式を 2式づっ組合せて Kiを求める方法は非 
2)及びこの実験のピロ燐酸初濃度 a= 1/500を式 常に計算が煩雑である。そこで著者は上式に於て
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1log-1=x，04343E=Y とおきグラフよ ジフェニーノレ燐酸では夫々1.88，1.72，1.98で小で、-x at あった。従って諸種燐酸化合物には多少の差はある
1 . 2 が Pyrophosphatase IV型に対しては何れ親和力-(ー 十::.)

りXY座標上の直線の傾斜 tan0 =一一竺-ーl'l..1 があることが認められた。/' 
1 2 
Km Ki さきの報告によれば(-1)， Pyrophosphatase 1型
を求めて 2.06を得た。それから Ki即ち無機燐酸の に対してこれら燐酸化合物は何れも親和力を示しそ
pKmを計算した。この方法によって求められた無 の pKmはピロ燐酸 3.21，ジプェニー Jレピロ燐酸 
機燐酸の pKm= 3.34は上記 2式づっ組合せて解 4.13，フェニー ノL燐酸3.32，トグリセロ燐酸 3.00，無
レた場合の平均値 3.39と殆んど一致している。 機勝酸3.31である。従って Pyrophosphatase1， 
既述の実験成績かも PyrophosphataselV型に 百型の親和力はピロ燐酸及び無、機燐酸に対しては
対する諸種燐酸化合物のうちピロ燐酸の pKm t土 略等しし、ことになるが，ジフェニールピロ燐酸及び、
3.30である。ジブェニ{ルピロ燐酸は 2.77でこれ 燐酸モノエステルに対しては百型のj視和力が小で
に次ぎ，モ、ノフェニール燐酸， s-グりセロ燐酸及び、 あることが認められた。
市金 括 
Pyrophosphatase lV型の諸種燐酸化合物に対する pKmを求めるに 
1.ピロ燐酸の pKmは 3.30である。 
2.同酵素のジフヱエ..-}レピロ燐酸， フエエ{ル燐酸， 0・グリセロ燐酸， ジブエエ{ル燐酸
に関する pKmは Michaelis-Mentenの式によって求めると夫々 2.77，1.88，1.72，1.98であ
る。 
3.同酵素の無機燐酸に関する pKmは無機燐酸が相続性阻害を示すものとして Michaelis-
Mentenの式より求めた。 pKmは 3.34である。
本研究は，文部省からず松教授に与えられた科学研究費により，赤松教授指導のもとに行った
ものである。こ与に深く感謝する。
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